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真核細胞の DNA 複製の開始は、複製開始前複合体 (pre- RC) に、 S 期 CDK が働きかけて起こると考えられて
いるが、複製開始のどの様な過程が S期 CDK の活性によって制御されているのかは明らかではなし、また、複製が
開始するためには、プライマーゼ活性をもっ DNA ポリメラーゼ α(polα) が複製開始領域に呼び込まれる必要が
ある。しかし pol α が呼び込まれる機構は明らかではなし」私は、 pre-RC の活性化に関与する因子の候補として、
出芽酵母 Cdc45蛋白質に着目し、アフリカツメ力。エルのCDC45 相同遺伝子 (XCDC45) を単離し、その遺伝子産物
の機能をアフリカツメヵーエル卵無細胞 DNA 複製系を用いて調べた。
XCdc45蛋白質は複製開始に必要であり、そのクロマチン結合は、 pre-RC の構成成分とは異なり、 S 期 CDK の
活性に依存して起こった。卵抽出液を抗 XCdc45抗体で免疫沈降すると、 pol α の共沈降が認められた。複製中の核
内の XCdc45蛋白質と pol α の局在を間接蛍光抗体法で調べると、これらは複製の盛んな領域に共局在し、複製が終
了するとクロマチンから遊離していた。さらに、 XCdc45蛋白質を卵抽出液から免疫除去すると pol α のクロマチン
結合が起きないこと、組み換え XCdc45蛋白質を卵抽出液に過剰に加えると pol α のクロマチン結合が促進されるこ
とから、 XCdc45蛋白質が pol α のクロマチン結合に必須の役割を果たすことが示唆された。
複製開始には、一本鎖 DNA 結合蛋白質 RPA をはじめ、プライマーゼ‘活性を持つ pol α 、伸長反応に関わると考
えられる DNA ポリメラーゼ ô (pol ô)、及び ε(polε)、その補因子である PCNA 等が関わることが知られてい
る。私は卵抽出液からこれらの蛋白質の一成分だけを特異的に免疫除去することによりこれらの蛋白質がどの様な 111員
序でクロマチンに結合するのかを調べた。その結果、 MCM、 XCdc45、 RPA、 pol α 、そして、 PCNA の順にクロ
マチンに結合することがわかった。 RPA は一本鎖 DNA に強固に結合することが知られているので、 XCdc45蛋白質
が二本鎖 DNA を開裂する過程に関わっていることが考えられる o また pol ε のクロマチン結合は、 XCdc45蛋白質
に依存していたが、 RPA や pol α には依存していなかった。この結果は、 pol ε がプライマ一合成が起きる前に何
らかの役割をもっ可能性を示唆している。
これらの蛋白質がクロマチン上でどの様な蛋白質複合体を形成しているのかを調べるために、複製時のクロマチン
画分を過剰量のヌクレアーゼで処理し、可溶化された画分に対して免疫沈降を行った。その結果、 MCM と XCdc45
蛋白質、および、 XCdc45蛋白質と pol α の共沈降が認められたが、 MCM と pol α の共沈降は認められなかった。
このことから、 XCdc45蛋白質は MCM と pol α のそれぞれとクロマチン上で、複合体を形成していることが考えられ
-208-
る。
これらの結果から、 Cdc45蛋白質の複製開始における役割は、 MCM と pol α のそれぞれと相互作用することによ
り、二本鎖 DNA を開裂させ、そこに pol α を呼び込むために必要であること、また、 S 期 CDK の複製開始におけ
る役割の一つは Cdc45蛋白質をクロマチンに結合させることであることを提唱したい。
論文審査の結果の要旨
申請者は、アフリカツメガエル試験管内複製系を用いて真核生物の DNA 複製に必須な役割を果たす Cdc45蛋白質
の機能を解析した。 Cdc45蛋白質は細胞周期の制御キナーゼ S-CDK に依存して染色体に結合し、複製開始点に
DNA ポリメラーゼを導入する過程に機能することを解明するとともに、他の蛋白質の染色体への結合過程を明らか
にした。これらの成果は真核生物の複製開始とその制御機構の分子レベルで理解を深める重要な発見であり、博士
(理学)の学位論文として十分価値あるものと認める。
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